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บทคัดยอ 
 

ธาลัสซีเมียเปนโรคโลหิตจางชนิดหนึ่งที่พบบอยในประเทศไทย สามารถถายทอดทาง
พันธุกรรมสูลูกหลานได การตรวจทางหองปฏิบัติการจึงมีบทบาทสําคัญในการควบคุมและปองกัน
โรคธาลัสซีเมีย การศึกษานี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณฮีโมโกลบินเอทู ดวยวิธี Fast 
Protein Liquid Chromatography (FPLC) โดยใชคอลัมนชนิด HiTrapTM Q HP วิเคราะหตัวอยางเลือด 
132 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับวิธี HPLC ซึ่งเปนวิธีมาตราฐาน พบวาที่เกณฑของ HbA2 5 ถึง 10% วิธี 
FPLC มีคาความไว คาความจําเพาะ คาทํานายผลบวก คาทํานายผลลบ รอยละ 100 ทั้งหมด โดยมีคา
ความสัมพันธเทากับ 0.986 (r = 0.986), P-value < 0.001 สรุปไดวาวิธี FPLC สามารถใชวินิจฉัย
พาหะเบตาธาลัสซีเมีย ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
คําสําคัญ: ฮีโมโกลบินเอทู  พาหะเบตาธาลัสซีเมีย  Fast Protein Liquid Chromatography  
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Abstract 
 

Thalassemia is the most common genetic disease in Thailand. Its gene could be passed on 
to the offspring, so laboratory investigation plays an important role on control and prevention of 
severe thalassemia. This study performs a modified FPLC method with HiTrapTM Q HP column for 
quantification of HbA2. Then, 132 EDTA blood samples were analyzed by both FPLC and HPLC 
which is the standard method. 5-10 % HbA2 concentration was the cut-off range of FPLC method 
that showed 100% of sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value 
for beta-thalassemia trait diagnosis. Moreover, the results of FPLC method were significantly 
correlated with those of HPLC (r = 0.986, P<0.001). In conclusion, FPLC method could effectively 
be used as a diagnosis method for beta-thalassemia trait 
 
Keywords: hemoglobin A2 (HbA2), beta-thalassemia trait, Fast Protein Liquid Chromatography      

  (FPLC)  
 

บทนํา 
ธาลัสซีเมียเปนโรคโลหิตจางชนิดหนึ่งสามารถายทอดทางพันธุกรรม เกิดจากความผิดปกติ

ของยีนที่ควบคุมการสังเคราะหฮีโมโกลบิน สงผลใหการสรางสายโกลบินสายใดสายหนึ่งไมไดหรือ
ไดปริมาณนอยลง (ผุสดี โตบันลือภพ, 2551) ทําใหสายโกลบินที่มีการสรางปกติมีปริมาณเกินสมดุล 
สงผลใหเกิดความผิดปกติและแตกงายของเม็ดเลือดแดง กอใหเกิดอาการซีด เหลือง บางรายกอใหเกิด
ตับโต มามโต (อานนท บุญยะรัตเวช, 2535) พบบอยในประเทศไทย คือ α-thalassemia, β-thalassemia 
(ตอพงศ สงวนเสริมศรี และคณะ, 2541; Winichagoon et al, 1988) ในภาคเหนือตอนลางของ   
ประเทศไทยมีความชุกของ α-thalassemia และ β-thalassemia รอยละ 20 และ 1.4 ตามลําดับ  
(Tangvarasittichai et al, 2005) นอกจากนี้ยังมีความผิดปกติในโครงสรางของฮีโมโกลบิน เรียกวา 
ฮีโมโกลบินผิดปกติ ชนิดที่พบบอยในประเทศไทย คือ ฮีโมโกลบินอี (HbE) มีความชุกประมาณรอย
ละ 13 (ตอพงศ สงวนเสริมศรี และคณะ, 2541) สําหรับภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีอุบัติการณสูงถึงรอย
ละ 32-60 ภาคเหนือตอนลางพบวามีอุบัติการณรอยละ 24.2 (Tangvarasittichai et al, 2005)  ทั้งนี้ 
ธาลัสซีเมียชนิดที่รุนแรงและอยูในแผนควบคุมและปองกันโรคของประเทศไทย มี 3 ชนิดคือ Hb 
Bart,s hydrops fetalis, Homozygous β-thalassemia และ β-thalassemia/HbE (ภัทราภรณ บุญขันธ และ
คณะ, 2551) จากการรายงานสถิติของกระทรวงสาธารณสุขมีความชุกของโรคธาลัสซีเมียประมาณ 
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600,000 รายหรือรอยละ 1 ของประชากร ซึ่งความผิดปกติดังกลาวกอใหเกิดปญหาทางดานสุขภาพ
เศรษฐกิจ สังคม ตอผูปวยและครอบครัว ตลอดจนระบบเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ (ตอพงศ 
สงวนเสริมศรี และคณะ, 2541; ผุสดี โตบันลือภพ, 2551) ดังนั้นการตรวจวิเคราะหปริมาณ HbA2 เพื่อ
วินิจฉัยผูที่เปนพาหะเบตาธาลัสซีเมีย (β-thalassemia trait) จึงมีความสําคัญ คณะผูวิจัยจึงสนใจพัฒนา
วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณ HbA2 ดวยเครื่อง FPLC: ÄKTA prime โดยใชคอลัมนชนิด HiTrapTM Q 
HP โดยเปรียบเทียบกับปริมาณ HbA2 ที่ไดจากเครื่อง High performance liquid chromatography : Bio-
Rad 
 วิธี FPLC อาศัยการแลกเปลี่ยนไอออนชนิดไอออนลบ (anion-exchange) ในการแยกชนิด
ของฮีโมโกลบิน โดยในคอลัมนบรรจุสารซึ่งสามารถจับ Hb ได เมื่อ pH สูงพอ แตจับดวยแรงที่
แตกตางกัน เมื่อผานคลอไรดไอออน (Cl -) ใหมีความเขมขนสูงขึ้นอยางชาๆ ในคอลัมน Hb แตละชนิด
จะถูกแยงที่และถูกไลออกมาตามปริมาณประจุลบบนโมเลกุลจากนอยไปมาก l 
 
เคร่ืองมือ อุปกรณ และวิธีวิจัย 
1. ตัวอยางเลือดที่ใชศึกษา 

EDTA blood 132 ตัวอยาง ซึ่งผานการตรวจวิเคราะหแยกชนิดและปริมาณของ Hb โดยใช
เครื่อง HPLC: Bio-Rad จากหองปฏิบัติการศูนยวิจัยโรคธาลัสซีเมยี โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร  
2. เครื่องมือ อุปกรณที่ใชในการศึกษา 

2.1) HPLC (Variant, Bio-Rad Laboratories, California, USA)  
2.2) FPLC (ÄKTA prime, Amersham Biosciences, Sweden)  
2.3) HiTrapTM Q HP column (GE Healthcare, Sweden)  
2.4) pH meter (pH 900, Precisa, Switzerland) 

3. วิธีการศึกษา 
3.1) นํา hemolysate (50 μL EDTA blood ผสมใน 1 mL 0.05M Tris buffer pH 8.0) ผาน

เครื่อง FPLC โดยใชคอลัมนชนิด HiTrapTM Q HP ขนาด 1 มิลลิลิตร โดยใช flow rate 3 mL/min  
3.2) การเปลี่ยนแปลงความเขมขนระหวาง buffer A (0.05M Tris buffer pH 8.0) และ buffer 

B (buffer A:1M NaCl ratio เทากับ 1:1) ดังแสดงในตาราง 1 เปนตัวแยก Hb ออกมาและถูกวัดปริมาณ
ดวย UV detector ที่ความยาวคลื่นแสง 280 nm แสดงออกมาเปน chromatogram  

3.3) ใชโปรแกรมคํานวณพื้นที่ใตกราฟ และรายงานผลเปนรอยละของ HbA2/E (%HbA2/E) 
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ผลการศึกษา 
EDTA blood จํานวน 132 ตัวอยาง ที่ผานการตรวจวิเคราะหแยกชนิดและปริมาณของ

ฮีโมโกลบินดวยวิธี HPLC เปนตัวอยางเลือดคนปกติ (HbA2 < 3.5%) 40 ราย, β-thalassemia trait 
(HbA2 = 3.5-10%) 28 ราย, HbE trait (HbE = 10-40%) 29 ราย, β-thalassemia/HbE (HbE = 40-60%) 5 
ราย  และ homozygous HbE (HbE > 60%)  30 ราย เมื่อตรวจวิเคราะหปริมาณ HbA2 ดวยเครื่อง FPLC 
ใชเวลาในการตรวจวิเคราะหภายใน 8 นาที โดย retention time ของ HbA2 และ HbE เทากับ 0.68 นาที 
เมื่อนําผลการวิเคราะหที่ไดมาเปรียบเทียบกับผลการตรวจวิเคราะหที่ไดจากเครื่อง HPLC พบวามี
คาเฉลี่ยของรอยละฮีโมโกลบินเอทู/อี  (%HbA2/E) ดังแสดงในตาราง  2 และเมื่อเปรียบเทียบ
ความสัมพันธของ %HbA2/E ระหวางผลการตรวจวิเคราะหของทั้งสองวิธี (รูป 1) พบวามีคา
ความสัมพันธเทากับ 0.986 (r = 0.986), P-value < 0.001  
 

ตาราง 1  อัตราสวนระหวาง Buffer A และ Buffer B 
 

Volume (ml) Buffer A (%) Buffer B (%) 
0 100 0 

3.69 100 0 
4.69 80 20 
5.69 60 40 
6.69 40 60 
7.69 20 80 
8.69 0 100 

14.69 100 0 
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ตาราง 2  เปรียบเทียบปริมาณ Hb A2/E ที่ไดจากวิธี HPLC และ FPLC ในแตละกลุม  
 

Sample group 
Number (%) 

(n = 132) 

Mean of %Hb A2/E (SD) 

HPLC FPLC 
Normal 40 (30.30) 2.62 (0.31) 3.38 (0.74) 
β-thalassemia trait 28 (21.21) 4.98 (0.67) 7.44 (0.91) 
Hb E trait 29 (21.97) 25.23 (3.14) 24.45 (3.79) 
β-thalassemia/Hb E 5 (3.79) 51.16 (3.72) 34.75 (5.46) 
homozygous Hb E 30 (22.73) 78.26 (5.60) 74.99 (6.52) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 1  เปรียบเทียบความสัมพันธของ %HbA2/E ระหวางวิธี HPLC กับ FPLC และ คา cut-off ของ 

ปริมาณ HbA2 5 ถึง 10% เปนเกณฑในการตัดสินผูที่เปน β-thalassemia trait 
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รูป 2  เปรียบเทียบการกระจายของ %HbA2/E ระหวางกลุมตัวอยาง และคา cut-off ของปริมาณ 

HbA2 5 ถึง 10% เปนเกณฑในการตัดสินผูที่เปน β-thalassemia trait 
 

ตาราง 3  จํานวนของผูที่เปน β-thalassemia trait และ Non β-thalassemia trait ดวยวิธี FPLC  
เปรียบเทียบกับวิธี HPLC โดยใช HbA2 5 ถึง 10% เปนเกณฑในการตัดสินผูที่เปน  
β-thalassemia trait 

 

Method 
HPLC 

β-thalassemia trait Non β-thalassemia trait 

FPLC     criteria : 

HbA2 5-10% 28 0 
HbA2 < 5%, HbE > 10% 0 104 
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วิจารณและสรุปผล 
วิธี FPLC เมื่อใชคอลัมนชนิด HiTrapTM Q HP อาศัยหลักการการแลกเปลี่ยนประจุลบ ในการ

แยกชนิดของ Hb ทําให HbA2 และ HbE ถูกแยกออกมากอน ซึ่งตางวิธี HPLC ซึ่งใชหลักการการ
แลกเปลี่ยนประจุบวก (Tangvarasittichai et al, 2009) โดย HbA2 และ HbE สามารถแยกออกจากกันได
ยากดวยเทคนิค FPLC และ HPLC เนื่องจาก Hb ทั้งสองชนิดจะถูกแยกออกมาใน retention time ที่
ใกลเคียงกันมาก (Joutovsky et al, 2004; Ou et al, 1993; Tangvarasittichai et al, 2009) แตสามารถ
แยก HbA2 และ HbE ออกจากกันไดโดยพิจารณาจากปริมาณของ HbA2/E (Tangvarasittichai et al, 
2009) สําหรับวิธี FPLC ที่คณะผูวิจัยพัฒนาขึ้นมี retention time ของ Hb ทั้งสองชนิดเฉลี่ย (คาเบี่ยงเบน
มาตราฐาน) เทากับ 0.68 (0.14) นาที  

จากตาราง 2 วิธี FPLC มีคาเฉลี่ยของปริมาณ HbA2ในกลุม β-thalassemia trait และ normal 
เทากับรอยละ 7.44 และ 3.38 ตามลําดับ ซึ่งมีคาสูงกวา HbA2 ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC 
สําหรับกลุมผูที่เปน HbE trait, β-thalassemia/HbE และ Homozygous HbE มีคาเฉลี่ยของปริมาณ HbE 
เทากับรอยละ 24.45, 34.75 และ 74.99 ตามลําดับ ซึ่งต่ํากวาคาที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC 
ประเด็นนี้เปนขอดอยประการหนึ่งของวิธี FPLC แตอยางไรก็ตามคา %HbA2/E ของวิธี FPLC ที่สูง
หรือตํ่ากวาคาที่ไดจากวิธี HPLC ไมสงผลตอการแปลผล เนื่องจากวิธี FPLC ใชเกณฑในการแปล
ผลตางจากวิธี HPLC กลาวคือ วิธี FPLC เมื่อใชคา cut-off ของปริมาณ HbA2 รอยละ 5 ถึง 10 (รูป 1, 2) 
เปนเกณฑในการวินิจฉัย β-thalassemia trait (ตาราง 3) โดยพบวากลุมตัวอยาง 28 ราย ที่เปน β-
thalassemia trait มีปริมาณ HbA2 รอยละ 5-10 ทุกราย สําหรับกลุมที่ไมเปน β-thalassemia trait (non 
β-thalassemia trait) (n=104) ในงานวิจัยนี้หมายถึงกลุมที่มีปริมาณ HbA2 นอยกวารอยละ 5 และกลุมที่
มีปริมาณ HbE มากกวารอยละ 10 พบวากลุม normal (n=40) มี HbA2 นอยกวารอยละ 5 ทุกรายและ
กลุมผูที่เปน Hb E trait (n=29), β-thalassemia/Hb E (n=5) และ Homozygous Hb E (n=30) มีปริมาณ 
HbE มากวารอยละ 10 ทุกราย (ตาราง 3) เมื่อใชคา cut-off ดังกลาวเปนเกณฑในการวินิจฉัย β-
thalassemia trait (รูป 1, 2) พบวาวิธี FPLC มีคาความไว (Sensitivity), ความจําเพาะ (Specificity), คา
ทํานายผลบวก (PPV), คาทํานายผลลบ (NPV) และคาประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห 
(Efficiency) เทากับรอยละ 100, 100, 100, 100 และ 100 ตามลําดับ เมื่อใชสถิติ Chi-square วิเคราะห
ความแตกตางระหวางวิธี FPLC และ HPLC ซึ่งเปนวิธีมาตราฐาน พบวาทั้งสองวิธีมีความแตกตางกัน
อยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P-value = 1.000) นอกจากนี้พบวาทั้งสองวิธีมีคา Correlation 
coefficiency (r) เทากับ 0.986, P-value < 0.001 ผลการศึกษาดังกลาวสอดคลองกับผลงานวิจัยในป 
2009 ของ Tangvarasittichai S. และคณะ โดยมีความแตกตางกันในสวนของ 1) ชนิดของคอลัมนที่ใช
ในการวิจัย 2) อัตราสวนระหวาง Buffer A และ Buffer B 3) คา cut-off ในการวินิจฉัย β-thalassemia 
trait และ 4)  
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ในการศึกษาครั้งนี้ใชระยะเวลาสั้นกวา โดยใชเวลาประมาณ 8 นาทีตอการทดสอบ 1 รายเทานั้น 
สําหรับขอดอยของวิธี FPLC คือวิธีนี้ตองอาศัยเครื่องมือที่มีราคาคอนขางสูง ไมเหมาะสมกับ
หองปฏิบัติการบางแหงที่ไมมีเครื่องนี้สําหรับการวิเคราะห  

งานวิจัยนี้ สรุปไดวาวิธี FPLC สามารถวินิจฉัย β-thalassemia trait ได และสามารถแยกกลุม
คนปกติไดดี โดยใหผลการวิเคราะหที่มีประสิทธิภาพสูง  
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งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนจากคณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร คณะผูวิจัย
ขอขอบพระคุณ บุคลากรของศูนยปฏิบัติการโรคธาลัสซีเมีย โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ให
ความอนุเคราะหตัวอยางเลือดและขอมูลในการศึกษาครั้งนี้ 
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